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Riassunto 
La proteina p53 è un potente fattore di trascrizione che si attiva in risposta a danno 
genotossico, con conseguente induzione dell’arresto del ciclo cellulare e riparazione del 
danno al DNA. Se il danno del genoma è troppo esteso e non può essere riparato, p53 
stimola la produzione di proteine che inducono apoptosi o senescenza cellulare (blocco 
irreversibile del ciclo cellulare). In condizioni normali, l’attività di p53 è regolata da 
un’oncoproteina denominata MDM2 (Murine Double Minute 2). Quest’ultima inibisce 
l’attività di p53 in quanto si lega al dominio di p53 coinvolto nel legame al DNA e quindi 
blocca la sua attività di trans-attivazione genica. Inoltre, MDM2, mediante la sua attività di 
ubiquitina ligasi, consente l’ esportazione di p53 dal nucleo al citoplasma e ne media la 
degradazione via proteosoma. Frequentemente, lo sviluppo dei tumori può essere dovuto al 
mal funzionamento di questo meccanismo di difesa che causa, nelle cellule normali, 
accumulo di mutazioni con conseguente innesco della trasformazione neoplastica. 
L’inattivazione della funzione oncosoppressiva di p53 può essere dovuta alla presenza di 
mutazioni nel suo gene, che provocano sostituzioni amminoacidiche responsabili della 
perdita di funzione della proteina, oppure può essere dovuta ad un’ eccessiva espressione 
del suo inibitore naturale MDM2. Nei tumori che presentano inattivazione di p53 mediante 
questo secondo meccanismo, il blocco dell’interazione tra p53 e MDM2, tramite l’uso di 
piccole molecole sintetiche, potrebbe riattivare la funzione oncosoppressiva di p53 e 
rappresentare una strategia terapeutica utile ad impedire la crescita tumorale. 
In questo lavoro di tesi è stata saggiata l’attività di nuove molecole di sintesi a struttura 
fenilindol-gliossilammidica denominate EB22, EB52, EB54, EB56. Queste molecole sono 
state sintetizzate presso il laboratorio diretto dal Prof. Federico Da Settimo del 
Dipartimento di Farmacia, dell’Università di Pisa, basandosi su studi di modeling 
molecolare che hanno mimato i contatti e gli orientamenti degli aminoacidi implicati 
nell’interazione p53-MDM2. 
Gli esperimenti sono stati condotti su una linea cellulare di glioblastoma umano, U87MG, 
che presenta p53 con sequenza amminoacidica normale e sovraesprime MDM2. 
Al fine di valutare se i composti di nuova sintesi influenzavano la crescita/sopravvivenza 
delle cellulare tumorali, le cellule sono state trattate con ciascuno dei composti di nuova 
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sintesi e sono stati condotti saggi di vitalità utilizzando metodi convenzionali di 
valutazione. E’ stato inoltre analizzato se i composti di nuova sintesi inducessero aumento 
nell’espressione di geni target di p53, blocco del ciclo cellulare e morte apoptotica. 
I risultati ottenuti hanno evidenziato che i composti di nuova sintesi sono in grado di 
attivare la funzione di transattivazione genica di p53 e di indurre morte apoptotica nelle 
cellule di glioblastoma umano U87MG. 
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P53, il guardiano del genoma. 
La proteina p53 è un elemento chiave di difesa cellulare in seguito a danno genotossico. 
Questa proteina, infatti, comunemente indicata come "guardiano del genoma", è 
responsabile del destino della cellula quando l'integrità del genoma è compromessa. 
P53 è il principale mediatore dell’arresto della crescita, senescenza e apoptosi in risposta 
ad una vasta gamma di danni cellulari. Segnali di stress provenienti sia dall’esterno che 
dall’interno della cellula, inducono rapidamente un accumulo della proteina p53 nel 
nucleo, prevenendo così una inappropriata propagazione di cellule potenzialmente 
mutagene. 
Il gene umano che codifica p53 (TP53) è collocato sul braccio corto del cromosoma 17 ed 
è stimolato dalla p53 stessa. P53 è una proteina tetramerica di 53KDa costituita da 393 
amminoacidi, che forma una struttura in cui si possono distinguere 3 regioni: una regione 
N-terminale dove si trova il dominio di trans-attivazione genica (TAD), regione ricca di 
residui di prolina importante per la modulazione dell’attività di p53 da parte di molecole 
inibitrici, una porzione centrale dotata di alta affinità di legame al DNA detta DBD 
(dominio di legame al DNA) e una regione C-terminale detta CTD (Dominio Carbossi 
Terminale), che contiene siti di regolazione allosterica e sequenze necessarie per la 
dimerizzazione e tetramerizzazione.  
 
Fig. 1 Struttura di p53. 
Nella regione DBD sono presenti dei domini strutturali a dita di Zinco (Zn è coordinato da 
residui di istidina e cisteina), i quali risultano particolarmente affini dal punto di vista 
strutturale a legare il DNA; tale caratteristica è essenziale per la funzione di p53. 
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In aggiunta sono presenti in questo dominio residui di arginina che favoriscono 
l’interazione elettrostatica tra la proteina e il DNA.  
Nella struttura di p53 è quindi possibile individuare specifiche sequenze amminoacidiche 
con diversa funzione: nella porzione carbossi-terminale è presente una sequenza segnale di 
localizzazione nucleare che svolge un ruolo fondamentale dopo la sintesi proteica di p53 
poiché lo indirizza alla sua destinazione finale, cioè il nucleo. Nella porzione N-terminale è 
presente una sequenza di esportazione nucleare che gioca un ruolo importante nel 
momento in cui interviene un regolatore dell’attività di p53 per cui è necessario che la 
proteina venga esportata fuori dal nucleo. Questa struttura tetramerica  permette alla 
proteina p53 il legame al DNA, per la regolazione dell'espressione di diversi geni con 
differenti funzioni biologiche, come la regolazione del ciclo cellulare, riparazione del DNA 
e apoptosi.  
In condizioni normali, p53 è una proteina molto instabile con una emivita che si aggira dai 
5 ai 30 minuti, ed è presente a livelli cellulari molto bassi, che sono mantenuti tali da a una 
continua degradazione, in gran parte mediata dalla proteina E3 ubiquitina ligasi Murine 
Double Minute 2 (MDM2). 
L’esposizione a stress cellulare può attivare l’attività oncosoppresiva di p53, attivando la 
trascrizione di sequenze-specifiche, che codificano per particolari proteine che inducono 
arresto della crescita cellulare e apoptosi.  
La scelta tra differenti risposte cellulari è influenzata da molti fattori, tra cui il tipo di 
cellula, il tipo di stimolo stressogeno, il tempo di esposizione allo stress e l'azione dei co-
attivatori di p53. 
  
Fig. 2 Risposte attivate da p53 in seguito a stress. 
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P53: arresto della progressione del ciclo cellulare. 
Nelle cellule eucariotiche, l’ingresso delle cellule nel ciclo cellulare a partire da uno stato 
quiescente e la loro progressione attraverso le varie tappe del ciclo sono eventi finemente 
regolati. In questo modo viene assicurata la normale crescita cellulare e vengono inoltre 
garantiti il sincronismo e la coordinazione tra sintesi del DNA e aumento del volume 
cellulare. 
Il ciclo cellulare è caratterizzato da cinque fasi: G1, S, G2, mitosi e citodieresi. Il controllo 
del passaggio tra le varie fasi del ciclo cellulare avviene ad opera delle cicline, dalle 
chinasi ciclina-dipendenti (CDK) e dai loro inibitori. 
Le CDK sono una famiglia di proteine chinasi che vengono espresse durante il ciclo 
cellulare in forma inattiva e la loro attivazione dipende dal legame con subunità proteiche 
regolatorie dette cicline; queste ultime sono proteine instabili, sintetizzate durante fasi 
specifiche del ciclo cellulare. Sono state identificate più di 15 cicline. Le cicline D, E, A e 
B compaiono in successione durante il ciclo cellulare e legano una o più CDK (Robbins 
and Cotran 2006). 
Il ciclo cellulare deve essere finemente regolato in tutte le sue fasi. Per tale motivo, nel 
ciclo cellulare sono presenti dei punti di controllo o checkpoints. I due principali sono 
localizzati a livello delle transizioni G1/S e G2/M, ed impediscono la replicazione di 
cellule con anomalie nel DNA a rischio di essere perpetuate nella progenie della cellula. 
 Il primo punto di controllo del ciclo cellulare, è collocato alla fine della fase G1. 
Superandolo, la cellula inizia a duplicare il proprio DNA entrando nella fase S. Ciò 
che permette il superamento del controllo è essenzialmente un ambiente 
extracellulare ed intracellulare favorevole.  
 Il secondo punto di controllo è posto alla fine di G2. Il suo superamento permette 
l'entrata nella fase M e quindi l'inizio del processo della mitosi. Il superamento di 
questo controllo è permesso in un ambiente favorevole e in seguito alla corretta 
replicazione del DNA, in caso contrario si ha un blocco del ciclo. 
 Il terzo punto di controllo, è posto proprio tra le due sotto fasi della fase M: 
transizione metafase-anafase. Viene impedita l’attivazione del complesso 
promuovente l'anafase (APC) e l’inizio dell’anafase, fino a quando l’apparato del 
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fuso mitotico non è stato completamente assemblato e tutti i cinetocori dei 
cromosomi non si sono attaccati in modo corretto alle fibre del fuso (Lodish et al, 
2002).  
 
 
 
Fig. 3 Fasi del Ciclo Cellulare e siti di checkpoint . 
Figura tratta da: http://www.molecularlab.it/public/data/la_fra/2008102704415_seminario.pdf. 
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Le cellule che hanno smesso di dividersi, in modo temporaneo o irreversibile, si trovano in 
uno stato di quiescenza (fase G0), mentre le cellule che non vanno più incontro a divisione 
in seguito ad invecchiamento o a danneggiamento del DNA sono chiamate senescenti. Le 
cellule quiescenti per potersi replicare devono entrare di nuovo nella fase G1. Questo 
avviene quando le cellule sono stimolate con fattori di crescita. In queste condizioni si ha 
un aumento della concentrazione delle cicline D ed E, causando l’attivazione dei complessi 
attivi ciclina D-CDK4 e ciclina E-CDK2 nel punto di restrizione tra la fase G1/S, quindi si 
ha il passaggio nella fase S e inizia la replicazione del DNA. 
In risposta a stimoli stressogeni di varia natura il blocco della proliferazione cellulare viene 
attivato attraverso una via dipendente da p53 che attiva la trascrizione di CDKN1A, gene 
che codifica per p21. 
P21 è una proteina inibitrice delle chinasi ciclina dipendenti (CKIs), facente parte della 
famiglia Cip/Kip; in particolare al livello del checkpoint tra G1 e S inibisce l’attività dei 
complessi ciclina E-CDK2 e ciclina A-CDK2. Inoltre, è stato visto che p21 provoca arresto 
del ciclo cellulare anche al checkpoint tra le fasi G2 e M; questo effetto è stato attribuito 
alla degradazione della ciclina-B mediante un meccanismo che coinvolge p21 (Gillis L. D. 
et al, 2009). 
Oltre ad arrestare la proliferazione, p21 ha una ruolo fondamentale anche nella senescenza 
cellulare, che consiste nel blocco irreversibile del ciclo cellulare. Dato che il programma di 
senescenza cellulare è strettamente associato con l’arresto del ciclo, numerosi studi sono 
stati condotti per individuare il ruolo di p21 nella senescenza, e ciò nonostante tale ruolo 
non è stato ancora completamente chiarito (Romanov V. S. et al, 2012). 
In ogni caso il coinvolgimento di p21 nel fenomeno di senescenza cellulare è stato 
riscontrato in diversi studi, condotti su molte linee di cellule tumorali umane. È stato visto 
che la sovraespressione di p21 porta all’arresto del ciclo cellulare e alla comparsa di 
marcatori cellulari di senescenza come SA-β-Gal (un enzima idrolasi che catalizza l'idrolisi 
di β-galattosidi in monosaccaridi). Anche l'acquisizione di una morfologia cellulare 
allargata e appiattita, morfologia tipica delle cellule senescenti, e l'assenza di divisione 
cellulare in cellule metabolicamente attive sono parametri che sono stati individuati dopo 
sovraespressione di p21. Inoltre nella fase primaria della senescenza mediata da p21 si è 
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visto essere compromessa l’attività della telomerasi con conseguente accorciamento dei 
telomeri (Razmik M. et al, 2012). 
La correlazione tra ipertrofia cellulare e aumento del livello di p21 è stata riportata, ad 
esempio in studi sulla nefropatia diabetica in cui sono state impiegate cellule mesengiali di 
ratto (Kuan, C. J. et a,. 1998).  
Inoltre, p21 interagisce con l’antigene nucleare di proliferazione cellulare (PCNA), un 
fattore accessorio della DNA polimerasi, operando un'attività regolatoria nella riparazione 
di danni al DNA e nella replicazione del DNA durante la fase S del ciclo cellulare.  
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P53: attivazione del programma di morte cellulare 
apoptotico. 
In risposta ad un danno al DNA di ampia portata la p53 attiva una vasta rete di segnali che 
inducono apoptosi. 
L’oncosoppressore p53 è implicato nella induzione di due percorsi apoptotici, uno 
estrinseco e uno intrinseco, che hanno come obiettivo l’attivazione di caspasi che inducono 
la cellula a morte programmata. 
 
 
Fig. 4 Vie estrinseche e intrinseche nell’apoptosi cellulare. 
Figura tratta da: https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwayID=338. 
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La via estrinseca viene attivata dall’induzione di particolari “recettori di morte”, in questo 
modo viene innescata la “cascata delle caspasi”, incluse le caspasi-8 e le caspasi-3, che 
sono le proteine effettrici che provocano apoptosi.  
P53 può attivare la via apoptotica estrinseca attraverso la trascrizione di geni che 
codificano tre proteine transmembrana: Fas, DR5 e PERP. Il recettore di superficie 
cellulare Fas, membro della famiglia recettoriale Tumor Necrosis Factor Receptor (TNF-
R) è un componente chiave della via apoptotica estrinseca. Fas è attivato dal legame con 
suo ligando, FasL. In aggiunta alla stimolazione della trascrizione di Fas, p53 può 
intensificare i livelli di Fas sulla superficie cellulare promuovendo la traslocazione del 
recettore dall’apparato del Golgi alla membrana cellulare. Due o tre molecole di Fas si 
aggregano formando un sito di legame per una proteina adattatrice FADD (Fas-associated 
death domain) che va ad attivare la cascata delle caspasi a partire dalla pro-caspasi 8. 
Un secondo membro della famiglia TNF-R è DR5. Nella sintesi di questa proteina è ancora 
coinvolta p53. DR5 promuove la morte cellulare attraverso l’attivazione della caspasi-8. 
Un altro gene pro-apoptotico è PERP. Un suo coinvolgimento nell’apoptosi è suggerito da 
elevati livelli di mRNA per PERP, sia nelle cellule in fase di apoptosi, che in quelle dove si 
ha un arresto del ciclo cellulare. Tuttavia, il meccanismo con il quale PERP contribuisce 
all’apoptosi mediata da p53 è ancora da chiarire (Attardi et al, 2000). 
Negli ultimi anni è stato evidenziato il ruolo dei mitocondri nell’omeostasi cellulare; essi 
non rappresentano più solamente un organulo deputato esclusivamente alla produzione di 
energia per la cellula, ma rappresentano sia un punto di convergenza dei segnali di morte 
attivati da stimoli intra- ed extra-cellulari, che di partenza per l’esecuzione di tali segnali. 
La via intrinseca, attivata in risposta al danno del DNA, è associata ad un aumento della 
permeabilità della membrana mitocondriale (MPT) che porta alla dissipazione del poteziale 
mitocondriale e alla traslocazione dallo spazio intermembranale al citosol della cellula di 
proteine pro-apoptotiche quali il Citocromo c. Quest’ultimo tramite l’interazione con la 
proteina adattatrice Apaf1 (apoptotic peptidase activating factor 1) e con la procaspasi-9 
forma un complesso chiamato apoptosoma, che determina l’attivazione sequenziale della 
caspasi-9 e delle caspasi esecutrici, che mediano la fase finale dell’apoptosi. 
Nell’induzione della MPT sembrano essere coinvolti due tipi di canale: l’MTP-poro 
(MPTP), un mega canale che comprende diverse proteine, e canali formati da proteine pro-
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apoptotiche, appartenenti alla famiglia Bcl2 (Bax e Bak ) la cui trascrizione e sintesi è 
stimolata da p53. 
Come fattore di trascrizione, p53 induce la sintesi di molte proteine appartenenti alla 
famiglia di Bcl2 con attività pro-apoptotica, e reprime la trascrizione di geni anti-
apoptotici, compresi quelli che codificano per Bcl-2 e Bcl-x, proteine facenti sempre parte 
della famiglia Bcl2. 
Inoltre p53 può innescare l’apoptosi indipendentemente dalla sua attività trascrizionale. 
Può indurre infatti la formazione di un canale nella membrana esterna del mitocondrio 
promuovendo l’oligomerizzazione di Bax e Bak, con conseguente aumento della 
permeabilità della membrana mitocondriale, fuoriuscita del Citocromo c e morte cellulare. 
Bax, in forma monomerica, è preferenzialmente localizzato nel citoplasma, ma si ritrova 
anche sulle membrane degli organuli intracellulari. In seguito all’induzione di apoptosi si 
osserva la traslocazione di Bax sulla membrana mitocondriale esterna e la sua 
oligomerizzazione, che porta alla  formazione di pori attraverso la membrana esterna del 
mitocondrio. Bak, invece, si trova normalmente già associato alle membrane intracellulari 
e quindi anche alla membrana mitocondriale esterna. In seguito all’induzione di morte 
anche Bax forma oligomeri, attraverso cui fuoriescono proteine pro-apoptotiche. 
 
Fig. 5 Modelli dell’azione di p53 a livello mitocondriale. 
 
L’interazione di p53 con i membri della famiglia BCl2 può essere spiegata con due diversi 
modelli. Un primo modello vede p53 legata alle proteine anti-apoptotiche Bcl-2 e Bcl-x per 
essere successivamente spiazzata dalla proteina PUMA, la cui trascrizione è attivata da p53 
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stessa. In questo modo p53 viene liberata e può legare le proteine Bax e Bak, inducendo la 
loro oligomerizzazione con conseguente aumento della MPT. 
Nell’atro modello, invece, Bak e Bax  si trovano normalmente legate a Bcl-2 e Bcl-xL, 
risultando inattive, ed è p53 che si lega alle proteine anti apoptotiche così da permettere 
alle proteine pro-apoptotiche di sganciarsi e di attivarsi. L’oligomerizzazione di Bak e Bax 
può essere attivata dalla forma tronca di Bid (tBid), la cui sintesi è sempre indotta da p53. 
Studi recenti, tuttavia, collegano i percorsi estrinseci ed intrinseci, sostenendo l'idea di far 
convergere le due vie piuttosto che distinguerle. 
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Interazione P53-MDM2: feedback negativo. 
E’ stato dimostrato che i livelli cellulari della proteina p53 sono il determinante più 
importante della sua funzione. 
In condizioni normali, p53, proprio per la sua potente attività anti-proliferativa e pro-
apoptotica, è continuamente metabolizzata e i suoi livelli cellulari si mantengono piuttosto 
bassi. Al contrario, un segno distintivo di molti stress cellulari, come il DNA danneggiato, 
l’ipossia, l’accorciamento dei telomeri, e l’attivazione oncogena è dato dalla rapida 
stabilizzazione di p53 tramite un blocco della sua degradazione e un aumento del legame al 
DNA e della trascrizione. 
Negli ultimi dieci anni, la proteina MDM2 (murine double minute 2) è emersa come la 
principale antagonista cellulare di p53 limitando la sua funzione oncosoppressiva. 
MDM2 è una fosfoproteina lunga 491 amminoacidi che interagisce attraverso una tasca 
idrofobica formata dal suo dominio ammino-terminale, con la faccia idrofobica dell’α elica 
anfipatica presente nel TAD della p53. 
 
  
Fig. 6 Struttura di MDM2. 
 
L’oncosoppressore p53 ha un ruolo chiave nel blocco dello sviluppo di cellule 
neoplastiche. Il gene TP53, infatti risulta essere mutato circa nel 50 % dei tumori umani. 
In molti tumori, invece, il gene p53 risulta essere wild-type, mentre la proteina MDM2 è 
overespressa: questo avviene a causa o di un amplificazione di un segmento di cromosoma 
che comprende il gene MDM2, o dell’iperespressione della proteina senza l’amplificazione 
genica. Come risultato, la funzione di p53 è in ogni caso soppressa (Lyubomir T. Vassilev 
2006).  
Pertanto, un’ipotesi di lavoro è la riattivazione della funzione oncosoppressiva di p53 
inibendo l’attività di MDM2 per indurre morte apoptotica in cellule tumorali.  
dominio di 
legame di P53 
Dominio 
acido 
Ring 
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E' stato ampiamente documentato che MDM2 ha un ruolo importante nella regolazione di 
p53; infatti p53 e MDM2 sono collegate tra loro attraverso un ciclo di autoregolazione a 
feedback negativo con cui le due proteine reciprocamente controllano i loro livelli di 
espressione nelle cellule.  
 
Fig. 7 Inattivazione di p53 da parte di MDM2. 
Figura tratta da: http://www.nature.com/nrc/journal/v1/n1/fig_tab/nrc1001-068a_F1.html. 
 
P53 si lega al promotore e regola l'espressione del gene che codifica per MDM2, la quale a 
sua volta inibisce p53 in almeno tre modi diversi: si lega al dominio TAD inibendone la 
sua attività trascrizionale. Inoltre, dal momento che MDM2 ha attività di ubiquitina-ligasi 
(E3), promuove la degradazione di p53. Bassi livelli di MDM2 sono stati associati a mono-
ubiquitinilazione di p53 che costituisce un segnale di esportazione nucleare, mentre livelli 
più elevati di MDM2 portano una poli-ubiquitinilazione e la degradazione di p53 da parte 
del proteosoma.  
Danno DNA 
Attivazione oncogene Chemioterapici 
 
Degradazione p53 Risposte    arresto G1   arresto G2   apoptosi   riparazione DNA 
Ubiquiti
nilazione 
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Il sito di legame di MDM2 per p53 si sovrappone in parte con il suo dominio di trans 
attivazione, per questo motivo MDM2 inibisce efficacemente l'attività trascrizionale di 
p53. 
 
Fig. 8 Siti di interazione tra MDM2 e p53. 
Figura tratta da: “MDM2 inhibitors for cancer therapy”. Lyubomir T. Vassilev. 
 
 
In generale, le interazioni proteina-proteina di solito comportano grandi superfici piane che 
sono difficili da rompere con molecole sintetiche a basso peso molecolare. Nel caso 
dell'interazione MDM2-p53, tuttavia, è stato dimostrato che un numero limitato di residui 
di aminoacidi sono essenziali per il legame di queste due proteine. Infatti solo tre residui 
aminoacidi di p53 contribuiscono principalmente al legame e sono Phe19, Trp23, e Leu26. 
Questi residui sono situati sullo stesso lato della elica anfipatica, di p53 e le loro catene 
laterali si vanno a posizionare in profondità nella tasca idrofobica di MDM2 (Grzegorz 
Popowicz M. et al,. 2011). 
Sulla base di tali siti sono state sviluppate varie classi di molecole sintetiche che sono 
risultate in grado di legarsi a MDM2 e di ostacolare il complesso p53-MDM2. 
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Nelle cellule tumorali in cui l’attenuazione della funzione di p53 è dovuta ad eccessiva 
espressione di MDM2, l’utilizzo degli inibitori di MDM2 si è rivelato capace di ripristinare 
le funzioni di p53. 
Un altro membro della famiglia di proteine regolatrici di p53 è MDMX (MDM4 nel topo), 
che è una proteina con un alto grado di omologia con MDM2. Queste due proteine hanno 
siti di legame molto simili per p53. Diversamente da MDM2, MDMX non è un bersaglio 
trascrizionale di p53 (Sanjeev Shangary et al, 2009). 
Nonostante l 'elevata omologia con MDM2, MDMX non è in grado di ubiquitinilare p53 e 
quindi di degradarla. 
In ogni caso la proteina MDMX riesce a inibire p53 principalmente in due modi: con il 
terminale NH2 si lega strettamente al dominio di attivazione di trascrizione di p53, 
impedendo la sua attività di trascrittasi. Inoltre, interagisce con MDM2 mediante il domino 
RING (COOH terminale) stabilizzando e promuovendo l'attività E3 ubiquitina-ligasica. 
Esiste quindi una cooperazione tra MDM2 e MDMX: infatti in assenza di MDMX, MDM2 
è inefficace nella down-regolation di p53 (Lyubomir T. Vassilev 2006). Quindi, oltre a 
MDM2, anche MDMX è stato studiato recentemente come possibile target terapeutico per 
riattivare la funzione di p53 nei tumori.  
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Molecole in grado di modulare il legame P53-MDM2. 
In tumori in cui p53 non è mutato, la funzione oncosoppressiva è di solito inibita dalla 
sovraespressione delle due proteine regolatotrici MDM2 e MDMX. Il ripristino della 
funzione alterata della proteina p53, interrompendo l’interazione p53-MDM2 o p53-
MDMX, offre una nuova via per il trattamento di un ampio spettro di tumori. Le cellule 
tumorali hanno dimostrato di essere estremamente sensibile al ripristino della funzione di 
p53. Molti chemioterapici attualmente utilizzati si basano sull’induzione di danni 
genotossici del DNA con conseguente attivazione di p53 per attivare una risposta 
apoptotica. Tuttavia, alte dosi di farmaci genotossici potrebbero anche comportare gravi 
tossicità nei tessuti normali e alla fine portare a tumori secondari. Pertanto, la selettiva 
inattivazione dell’interazione p53-MDM2/MDMX, mira ad essere un'importante 
alternativa all'attuale chemioterapia genotossica. (Grzegorz Popowicz M. et al, 2011). 
Piccole molecole inibitori di enzimi, recettori, o complessi proteina-proteina sono 
fortemente favoriti come candidati farmaci dall'industria farmaceutica come inibitori del 
complessi p53-MDM2 e p53/MDMX. La maggior parte dei progressi sono stati compiuti 
con gli inibitori della famiglia delle Nutline e la serie dei composti MI. 
La prima famiglia di composti ad essere identificata è stata proprio quella delle Nutline, 
composti che presentano un nucleo cis-imidazolinico. Delle tre strutture delle Nutline 
pubblicate, la molecola che ha evidenziato la maggior capacità inibitoria sull’interazione 
tra MDM2-p53 è risultata essere Nutlina-3.  
 
Fig. 9 Struttura di Nutlina-3 e siti d’interazione con p53. 
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E’ stato evidenziato che Nutlina-3 si lega al sito di legame di p53 presente sulla proteina 
MDM2, imitando i residui amminoacidici di p53 necessari per l’interazione con MDM2  
Nutlina-3 ha dimostrato di penetrare in più tipi di cellule tumorali in coltura e di inibire 
l'interazione MDM2-p53 nel contesto cellulare con un alto grado di specificità, che porta 
alla stabilizzazione di p53 e l'attivazione del signalling di p53. 
Un altra piccola molecola, chiamata RITA (2,5-bis(5-idrissimetil-2-tienil)furano), è stata 
identificata di recente ed è risultata in grado di riattivare p53 e di indurre apoptosi delle 
cellule tumorali. E' stato proposto che anche RITA attivi p53, impedendo la sua interazione 
con MDM2 e legandosi direttamente a p53 stesso. 
Tuttavia, altri studi non hanno confermato la capacità del composto di bloccare 
l'interazione MDM2-p53 in vitro, pertanto, il meccanismo molecolare di attivazione di p53 
da RITA attende ulteriori chiarimenti. 
Nel 2005 Ding et collaboratori (Ding K. et al., 2006) hanno identificato con successo una 
nuova classe di piccole molecole non peptidiche che presenta una alta affinità, specificità e 
permeabilità cellulare. Questa classe ha il nucleo di nuova sintesi delle spiro-oxindole. 
L'inibitore più potente appartenente a questa classe, che è stato nominato MI-63 (inibitore 
MDM2-63), è altamente efficace nell’attivazione della funzione di p53 e nell'inibizione 
della crescita di cellule di vari tipi di tumore con p53 wild-type e mostra una elevata 
stereospecificità nel bloccare l’interazione tra MDM2 e p53. 
 
Fig. 10 Struttura di MI-63 e siti d’interazione con p53. 
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Come già descritto, le piccole molecole non peptidiche inibitrici dell’interazione p53-
MDM2 hanno come bersaglio tre residui idrofobici (Phe19, Trp23, e Leu26), tuttavia la 
struttura di MI63 include un quarto residuo, Leu22, che ha un ruolo importante nel legame 
di p53-MDM2 (Ding et al, 2006). Incorporando questo residuo, è stata aumenta l’affinità 
di legame di MI-63 per MDM2 e la selettività nel bloccare l’interazione di p53-MDM2.  
MI-63 è stato dimostrato riattivare la funzione di p53 wild-type e diminuire la 
proliferazione delle cellule tumorali (Canner JA et al, 2009). 
Visto che MI-63 non aveva le proprietà farmacologiche desiderabili nei topi e non era 
adatto per le valutazioni in vivo, è stato quindi ulteriormente ottimizzato per ottenere nuovi 
analoghi come MI-219, il quale imita quattro residui chiave implicati nel legame tra p53 e 
MDM2 (Sanjeev Shangary et al, 2010).  
Un altra classe  di chinoline antagoniste di MDM2 è risultata avere una buona attività 
cellulare e selettività per p53 wild-type (Lu Y et al., 2006). Un membro di questa classe è la 
molecola NSC 66811 (7-[anilino (fenil) metil]-2-metil-8-quinolina), inibitore anch’esso 
dell’interazione MDM2-p53, è capace di riattivare p53 nelle cellule tumorali. 
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Scopo della tesi. 
Nel glioblastoma multiforme raramente sono state riscontrate mutazioni a carico di p53. Al 
contrario è stata documentata una sovraespressione del suo inibitore naturale, la 
oncoproteina MDM2. MDM2 si lega a p53, inattiva la funzione di transattivazione genica 
di p53 ed essendo una ubiquitina ligasi media anche la degradazione di p53 via 
proteosoma. Dunque, il trattamento con molecole capaci di inibire la formazione del 
complesso MDM2-p53, portando ad una riattivazione della funzione oncosoppressore di 
p53, potrebbe essere una strategia efficace per inibire la crescita di questo tipo di cellule 
tumorali. Recentemente sono state introdotte nuove molecole indirizzate verso questo 
target intracellulare e nonostante si siano ottenuti risultati promettenti per diversi tipi di 
tumore, al momento si sa poco sulla loro potenziale efficacia nel glioblastoma multiforme. 
I lavori più recenti e interessanti sono quelli relativi alla valutazione dell’attività di 
Nutlina-3 e di derivati peptidici che hanno mostrato una significativa azione antitumorale 
con riattivazione della funzione oncosoppressiva di p53. 
Il presente lavoro ha avuto lo scopo di valutare in vitro la potenziale attività antitumorale 
di una nuova classe di potenziali inibitori di MDM2 a struttura fenil-indol-
gliossilammidica progettati e sintetizzati nel Dipartimento di Farmacia dell’Università di 
Pisa. Negli esperimenti condotti è stata utilizzata la linea cellulare umana U87MG e come 
standard di riferimento Nutlina-3. 
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Materiali e metodi 
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Composti di nuova sintesi: EB22, EB52, EB54, EB56. 
Nel seguente lavoro di tesi sono stati testati i composti EB22, EB52, EB54 e EB56, 
molecole sintetiche con struttura fenil indol-gliossilammidica. Questi composti sono stati  
sintetizzati presso il laboratorio diretto dal Prof. Federico Da Settimo del Dipartimento di 
Farmacia, dell’Università di Pisa. 
La funzionalizzazione del nucleo centrale a struttura indolica è stata basata su studi di 
modeling molecolare che hanno mimato i contatti e gli orientamenti degli amminoacidi 
implicati nell’interazione p53-MDM2.  
                
     
                      EB22                                                                 EB54 
                 
                      EB52                                                                    EB56 
 
I risultati ottenuti nei vari esperimenti sono stati confrontati con uno standard di 
riferimento Nutlina-3, una molecola già caratterizzata per la attività inibitoria del legame 
p53-MDM2.  
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In generale gli inibitori di MDM2 sono piccole molecole progettate per imitare la breve α-
elica formata dal dominio N-terminale di p53, per inserirsi nella piccola tasca idrofobica di 
MDM2,  in modo da competere con p53 per l'interazione con MDM2. La tasca idrofobica è 
il sito privilegiato per il legame di queste piccole molecole inibitorie, che sono state create 
in modo tale da essere potenti, specifiche e permeabili. 
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Linea cellulare e condizioni di coltura 
La linea cellulare di glioblastoma umano, U87MG (Fig. 10) è stata acquistata presso 
l’Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro (ICLC) di Genova. Le cellule U87MG 
(1x106) sono state seminate su fiasche T-75 e coltivate in mezzo RPMI (Cambrex Bio 
Science Walkersville,Inc; Walkersville, MD) addizionato con 10% di siero fetale bovino 
FBS (Sigma-Aldrich S.r.l., Milano, Italia), 2 mM L-glutammina (Sigma-Aldrich S.r.l., 
Milano, Italia), 100 U/mL di penicillina (Sigma-Aldrich S.r.l., Milano, Italia), 100 mg/ml 
streptomicina (Sigma-Aladrich S.r.l., Milano, Italia) e 1% di aminoacidi non essenziali 
(GIBCO, Milano, Italia), a 37 °C in atmosfera umidificata composta da 5% di CO2. 
 
Fig. 11 Cellule U87MG. 
 
Per i trattamenti con i composti di nuova sintesi le cellule U87MG sono state seminate a 
densità appropriata (5.000 cellule/pozzetto in piastre da 96 pozzetti o 50.000 
cellule/pozzetto in piastre da 24 pozzetti a seconda del test sperimentale) in un terreno 
completo e tenute a 37 °C e 5% di CO2. Dopo 12 o 24 ore il mezzo è stato sostituito con 
terreno di coltura completo contenente DMSO (cellule di controllo) o con terreno completo 
integrato con il composto di nuova sintesi per il periodo di tempo indicato. I composti sono 
stati sciolti in DMSO (<1% v / v di mezzo). 
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Analisi della vitalità cellulare dopo trattamento con i 
composti di nuova sintesi. 
Gli effetti dei trattamenti con i composti di nuova sintesi sulla crescita/sopravvivenza delle 
cellule U87MG sono stati valutati con 2 metodi alternativi quali il saggio di esclusione del 
Trypan blue (Ruan et al., 1999) e il conteggio semiautomatizzato (cell counter scepter 2.0 
Millipor). 
 
 Il Trypan blue è un test utilizzato per determinare il numero delle cellule vive e morte 
presenti in una sospensione cellulare. Esso si basa sul principio secondo il quale le cellule 
vive, avendo una membrana cellulare intatta, sono in grado di escludere l’ingresso al 
proprio interno del colorante Trypan blue, mentre le cellule morte lasciano passare il 
colorante, assumendo una colorazione blu. Le cellule U87MG sono state seminate in multi-
well da 24 pozzetti, con una densità di 5x10
3
 cellule/cm
2
 in 500 μl di mezzo al 10% di FBS 
e incubate per 24 ore a 37°C. Le cellule sono poi state trattate con ciascun composto di 
nuova sintesi alla dose unica di 5 µM per 24 ore. Come controllo sono state utilizzate le 
cellule trattate con il solvente (DMSO), con il quale sono stati solubilizzati anche i 
composti di nuova sintesi. Dopo l’incubazione con i composti in esame, le cellule adese 
sono state staccate mediante l’utilizzo di tripsina e la sospensione cellulare è stata quindi 
centrifugata a 300 Xg per 5 minuti. É stato eliminato il sovranatante ed il pellet risospeso 
in un volume di mezzo completo opportuno per la conta di vitalità cellulare, tramite 
l’utilizzo del Trypan blue (Sigma/RBI, Natick, MA). Per effettuare la conta cellulare, 100 
µl di ogni sospensione sono stati trasferiti in una provetta da 0.5 ml e sono stati aggiunti 20 
µl di Trypan blue allo 0,4% in NaCl 0,9%. Dopo circa 2 minuti 10 µl della soluzione 
cellulare sono stati caricati nella camera di conta cellulare di Burker ed è stata effettuata la 
conta al microscopio. Le cellule vive e morte, visibili nei nove quadrati che costituiscono 
l’emocitometro di Burker (Fig.12), sono state contate ed è stata calcolata la media delle 
cellule presenti in ciascun quadrato.  
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                                                Fig. 12  Camera di BURKER. 
 
Nella fase iniziale dell’attivazione del programma di morte cellulare apoptotica, si 
evidenzia una variazioni di volume delle cellule. Il dispositivo semiautomatico per il 
conteggio delle cellule (Scepter 2.0) misura il volume cellulare, elabora i dati rilevati e li 
visualizza graficamente sotto forma di istogramma, che riporta dimensioni, diametro 
cellulare e concentrazione di cellule per ml. 
 
Fig. 13 Istogramma rappresentativo della distribuzione del numero delle cellule rispetto al 
diametro cellulare in colture cellulari di controllo e trattate con composto pro-apoptotico. 
Figura tratta da: www.millipore.com. 
 
Cellule  di controllo. 
Cellule con composto che 
induce apoptososi. 
Diametro cellulare (nm) 
 C
o
n
ta
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Questi istogrammi mostrano la distribuzione delle cellule rispetto al diametro cellulare, 
quindi, ci forniscono dei dati quantitativi sulla morfologia delle cellule che possono essere 
utilizzati per valutare la qualità e lo stato delle cellule in coltura.  
Lo strumento, quindi, può essere utilizzato per valutare questi cambiamenti morfologici e 
dare un’indicazione precoce di cellule in senescenza o corpi apoptotici. Nella linea 
cellulare oggetto di studio, per convenzione i diametri inferiori a 9 µm corrispondono a 
detriti o corpi apoptotici e quelli superiori a cellule proliferanti. 
Per utilizzare il contatore semiautomatico è stata fatta una iniziale diluizione della 
sospensione di cellule fino ad ottenere una concentrazione di circa 10000-50000 cellule per 
ml. Successivamente si stati trasferiti circa 100 µl della diluizione in una provetta da 
microcentrifuga. 
Dopo aspirazione delle cellule lo strumento ha mostrato l’istogramma del volume cellulare 
e la concentrazione delle cellule per ml di soluzione, dando anche la possibilità di regolare 
manualmente i limiti superiori ed inferiori in modo da considerare solo la popolazione 
cellulare d’interesse. 
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Quantificazione dell’espressione dei geni bersaglio 
di p53 mediante Real-time PCR. 
Per valutare se i composti di nuova sintesi EB22, EB52, EB54, EB56 attivino la funzione 
di p53 nelle cellule U87MG è stata utilizzata la tecnica della Real Time PCR (reazione a 
catena della polimerasi). Dati della letteratura hanno evidenziato che uno dei parametri 
essenziali per verificare la riattivazione della funzione di p53 consiste nella valutazione dei 
livelli di espressione di geni quali ad esempio p21 e MDM2. 
Nella reazione a catena della polimerasi la sequenza di DNA situata tra due primer, 
presenti ad alta concentrazione, viene raddoppiata ripetutamente in maniera esponenziale; 
in questo modo si può studiare l'espressione genica partendo da campioni contenenti 
minime quantità di DNA copia di trascritti. 
Nella PCR tradizionale, la presenza del prodotto amplificato, o amplicone, viene rilevata 
da una analisi successiva alla PCR stessa, ovvero mediante corsa del DNA su un gel di 
agarosio. Al contrario, la real-time PCR permette il rilevamento e la misurazione del 
prodotto di amplificazione in "tempo reale", senza eseguire un’analisi su gel. 
Il rilevamento in tempo reale dei prodotti di PCR è reso possibile includendo nella reazione 
una molecola fluorescente che aumenta la propria fluorescenza man mano che si forma 
l’amplificato. Quindi, la fluorescenza misurata riflette la quantità di prodotto amplificato in 
ogni ciclo. Infine, poiché le reazioni e l’elaborazione dei dati sono gestiti in un sistema 
chiuso, le opportunità di contaminazione sono ridotte e viene eliminata la manipolazione 
post-amplificazione.  
La varietà di molecole fluorescenti che possono essere utilizzate è classificata in due 
tipologie principali: molecole fluorescenti non specifiche che legano il DNA (SYBR Green 
I), e primer o sonde a ibridazione specifiche per il frammento di interesse che sono marcate 
con molecole fluorescenti (es: TaqMan, Molecolar Beacons, Scorpyon probe). La molecola 
più comunemente usata per la real-time PCR è il colorante fluorescente “SYBR Green I” o 
la sonda “TaqMan”. In questo lavoro di tesi è stata utilizzata la molecola Syber Green I.  
SYBR Green I è un composto organico aromatico, facente parte del gruppo delle cianine 
asimmetriche, molecole dotate di attività fluorofora ed è utilizzato in biologia molecolare 
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quale colorante di acidi nucleici. Esso è il colorante più comunemente usato che si 
intercala nella doppia elica di DNA (dsDNA) e si lega in modo non specifico ad essa. 
SYBR Green I esibisce poca fluorescenza quando è libero in soluzione, ma la sua 
fluorescenza aumenta fino a 1.000 volte, quando si lega al dsDNA (Fig. 16). Pertanto, il 
segnale complessivo fluorescente è proporzionale alla quantità di dsDNA prodotto. 
Il principale svantaggio dei coloranti che legano il DNA è la loro mancanza di specificità, 
cioè si legano a qualsiasi dsDNA. Di conseguenza, la presenza di prodotti non specifici 
nella reazione di real-time PCR può contribuire alla fluorescenza generale e influire sulla 
precisione di quantificazione. Un'altra conseguenza è che i coloranti che legano il DNA 
non possono essere utilizzati per le reazioni di multiplex (ovvero reazioni di real-time PCR 
in cui si ottengano ampliconi diversi), perché i 
segnali fluorescenti da ampliconi diversi non 
possono essere distinti. Al contrario, è possibile 
impostare in parallelo reazioni per esaminare 
l’espressione di più geni, come ad esempio un gene 
di interesse e del gene di riferimento. 
Il cDNA amplificato attraverso la real time PCR è 
stato ottenuto attraverso precedenti passaggi, in 
particolare dalle cellule U87MG non trattate e 
trattate con i composti di nuova sintesi ed è stato 
estratto di RNA totale utilizzando RNeasy ® Mini 
Kit e retrotrascritto in cDNA con ProtoScript®  
                                                             CDN Synthesis kit. La real-time PCR è stata 
effettuata utilizzando MAXIMA
TM
 SYBR GREEN qPCR Master Mix (2X). 
Attraverso questi passaggi è stato possibile quantificare i livelli relativi di mRNA dei geni 
bersaglio di p53. Per ogni campione i valori ottenuti sono stati normalizzati usando i livelli 
di mRNA della β-actina. 
Procedura operativa: 
 
Fig. 14 Sviluppo di fluorescenza 
ad opere del SYBER Green I. 
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Per l’estrazione dell’RNA, le cellule sono state seminate in piastra da 10 cm di diametro e 
trattate con Nutlina-3, con i composti di nuova sintesi e DMSO per diversi tempi e 
successivamente staccate con tripsina e pellettate.  
Il pellet è stato risospeso in una soluzione costituita da 600 l di buffer RLT e 10 l/ml di 
β-mercapto etanolo ( 2,2 ml buffer + 22 ul b-mercapto). La soluzione è stata vortexata per 
1 minuto ed è stato aggiunto un ugual volume di EtOH al 70%. E’ stato trasferito il tutto in 
una colonnina (700 l per volta) e centrifugato per 30’’ a 10.000 rpm e scartato il residuo 
dal tubo. Sono stati quindi aggiunti 700 l di RW1 e centrifugati a 10.000 rpm per 30’’. È 
stato scartato il residuo dal tubo, e dopo aver cambiato il tubo raccoglitore, sono stati 
aggiunti 500 l di RPE e centrifugati a 10.000 rpm per 30’’. È stato scartato il residuo dal 
tubo e sono stati aggiunti 500 l di RPE e centrifugati a 10.000 rpm per 2 min. 
Successivamente è stato scartato il residuo dal tubo e centrifugato a 10.000 per 2 min. E’ 
stato sostituito il tubo raccoglitore con un eppendorf da 1,5 ml e sono stati aggiunti 30 l di 
H2O RNAsi free. Dopo centrifugata a 10.000 rpm per 1 min è stato ottenuto il 1° eluato. 
Al 1° eluato sono stati aggiunti prima 20 l di H2O RNAsi free poi sono stati aggiunti 50 
l di H2O RNAsi free. Il 2° eluato è stato ottenuto dopo centrifugazione a 10.000 rpm per 
1 min. 
Per la retrotrascrizione in cDNA, in una eppendorf sono stati messi 6 l di RNA, 2 l di 
OLIGOdT per un volume totale di 8 l e lasciati a 70 °C per 5 min. Successivamente sono 
stati aggiunti 10 l di M-MVLU Reaction MIX e 2 l di M-MVLU Enzyme MIX per un 
volume finale di 20 l. Questa soluzione è stata messa a 42°C per un ora e poi a 8°C per 5 
min. Terminato il processo di retrotrascrizione sono stati aggiunti 30 l di H2O, il 
campione cosi ottenuto può o essere subito usato o essere congelato a -20°C. 
 
Per la Real-Time PCR, nei singoli pozzetti sono stati aggiunti 3 l di cDNA ottenuto 
precedentemente, 12,5 l di SYBER GREEN, 2,5 l di primer FOR e 2,5 l di primer 
REV ed infine 4,5 l di H2O per un volume finale di 25 l. La piastrina contenente i 
pozzetti è stata inserita nella macchina e questa è stata programmata in modo tale che 
riproduca la sequenza di temperature ottimali per l’esperimento. Il protocollo utilizzato è il 
seguente: 
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Fig. 15 Protocollo Real time PCR 
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Tabella 1. Real-time RT-PCR: caratteristiche dei primer. 
 
Denominazione (principali, 
alternative, acronimi) 
Accession 
number;  
lungezza 
mRNA 
Sequenza nucleotidica dei primer Posizione dei 
primer nella 
sequenza di 
mRNA  
Tm 
(°C) 
Lunghezza 
dell’amplicone 
Mdm2, omologo proteina ligasi 
E3 ubiquitina p53 (topo) 
(MDM2) 
NM_002392.4; 
7472 pb 
FOR: 
5’-TCTAGGAGATTTGTTTGGCGT-3’ 
REV: 
5’-TCACAGATGTACCTGAGTCC-3; 
Exon 4 
(548-568) 
Exon 6 
(653-672) 
60 
 
60 
125 pb 
Inibitore 1A kinasi ciclina-
dependente (p21, Cip1) 
(CDKN1A) 
NM_000389; 
2175 pb 
FOR: 
5’-TGCCGAAGTCAGTTCCTTG -3’ 
REV: 
5’-CATGGGTTCTGACGGACATC-3’ 
Exon 3 
(50-68) 
Exon 4 
(144-163) 
60 
 
62 
134 pb 
Componenti leganti Bcl2 
(BBC3), JFY1, PUMA 
NM_001127240; 
1839 pb 
FOR: 
5’-GAGGAGGAACAGTGGGC-3’ 
REV: 
5’- CTAATTGGGCTCCATCTCGG-3’ 
Exon 4 
(652-668) 
Exon 5 
(830-849) 
56 
 
62 
198 pb 
Beta actina (ACTB) NM_001101.3; 
1852 pb 
FOR: 
5’-GCACTCTTCCAGCCTTCCTTCC-3’ 
REV: 
5’-GAGCCGCCGATCCACACG-3’ 
Exon 4 
(862-884) 
Exon 6 
(1097-1115) 
70 
 
62 
254 pb 
36 
 
 
La scelta dei primer è stata determinata dalla necessità di avere determinate caratteristiche 
specifiche. In particolare essi necessitavano di 18-25 basi; omogeneità tra senso e antisenso 
nella temperatura di annealing ; percentuale di contenuto in GC intorno al 65%; assenza di 
ibridizzazione l’uno con l’altro; assenza di hairpin cioè loop interni ad essi che ostacolino 
quindi l’appaiamento con il cDNA di interesse. 
 
Durante i primi cicli di amplificazione della real-time, la fluorescenza del SYBR Green 
rimane a livelli di fondo (background), e gli aumenti di fluorescenza non sono rilevabili 
(cicli 1-18 ). Quando, nei cicli successivi, il prodotto risulta sufficientemente amplificato si 
ottiene un segnale fluorescente rilevabile. Il ciclo al quale la fluorescenza risulta rilevabile 
è chiamato il ciclo di soglia, o CT (ciclo threshold). 
 
Fig.16 Grafico del segnale di Amplificazione ottenuto dopo Real-Time PCR. 
 
Il valore CT è misurato nella fase esponenziale di amplificazione ed è determinato 
principalmente dalla quantità di DNA stampo presente all'inizio della reazione di 
amplificazione. Se una grande quantità di DNA stampo è presente all'inizio della reazione, 
saranno richiesti relativamente pochi cicli di amplificazione per accumulare abbastanza 
prodotto per dare un segnale fluorescente rilevabile e distinguibile dal segnale di 
background. In questo modo, la reazione avrà un basso valore di CT. Al contrario, se una 
piccola quantità di DNA stampo è presente all'inizio della reazione, saranno richiesti più 
cicli di amplificazione perchè il segnale fluorescente si elevi al di sopra del background. La 
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reazione quindi avrà un alto valore di CT. Questa relazione costituisce la base per l'aspetto 
quantitativo della real-time PCR. 
Esiste una relazione lineare tra il log della quantità iniziale del templato e il suo ciclo 
threshold durante la real-time PCR. 
 
 
Fig. 17 Retta che indica la relazione tra il log della quantità iniziale di templato con il suo 
ciclo threshould. 
 
E’ possibile quindi, usando quantità note di acido nucleico iniziale, costruire una curva 
standard di riferimento con la quale sarà possibile risalire al numero di copie di DNA 
stampo di partenza del mio campione confrontando solo il valore di fluorescenza ottenuto 
dalla real-time PCR. 
Il CT serve anche per l'analisi relativa dell’espressione genica del mio gene bersaglio 
rispetto ad un gene housekeeping ( gene espresso costitutivamente dalla cellula e quindi 
costante). Per determinare la differenza relativa a livello di espressione del gene bersaglio 
in diversi campioni si fanno i seguenti calcoli: 
 Normalizzare il CT del gene bersaglio con quello del gene di riferimento, sia per il 
campione che per il campione calibratore: 
 
CT(test) = CT(target, test) - CT(rif, test) 
 
CT(calibratore) = CT(target, calibratore) - CT(rif, calibratore) 
 
 Normalizzare il CT del campione al CT del calibratore: 
38 
 
     CT = CT(test) - CT(calibratore) 
 
 Calcolare il rapporto di espressione: 
 
2
(-CT)
 = rapporto espressione normalizzato 
 
Il risultato ottenuto rappresenta il numero delle volte di aumento (o diminuzione) del gene 
bersaglio rispetto al gene calibratore al quale viene dato il valore 1. Normalizzare 
l'espressione del gene bersaglio a quella del gene di riferimento compensa la differenza 
nella quantità di campione di tessuto. 
 
La reazione di PCR è costituita da tre fasi principali che vengono ripetute per 30 o 50 cicli. 
Tale reazione avviene ad opera di un ciclizzatore automatizzato in grado di riscaldare e 
raffreddare i campioni in un tempo molto breve. 
Le fasi della real-time PCR sono tre: denaturazione, annealing, ed estensione. 
Denaturazione: durante la denaturazione, la doppia elica si apre a DNA a singolo 
filamento, tutte le reazioni enzimatiche vengono cosi fermate (per esempio: l'estensione di 
un ciclo precedente). La denaturazione avviene di solito intorno ai 95°C. 
Annealing: è la creazione del legame tra i primer (oligonucleotidi di sintesi in grado di 
ibridare con specifiche sequenze) e le regioni loro complementari dei filamenti di DNA 
denaturati. La temperatura di annealing (di solito intorno ai 50-60°C) garantisce la 
specifica ibridazione dei primers e sonde alle regioni del DNA bersaglio ad essi 
complementari. Nel momento in cui il primer si adatta esattamente al DNA stampo, si 
forma un piccolo frammento di DNA a doppio filamento (DNA stampo e primer), può 
legarsi la polimerasi e iniziare a copiare il DNA stampo o. La temperatura di annealing 
viene scelta 4-5° sopra la temperatura di melting, (TM, la temperatura alla quale vengono 
separati il 50% delle coppie di basi di DNA a doppio filamento). 
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La temperatura di melting viene calcolata tenendo di conto della lunghezza dei primer e del 
legame delle loro basi. 
 
Estensione: è la fase di prolungamento del filamento a partire dal primer 5’. La 
temperatura alla quale avviene di solito il prolungamento è intorno ai 72°C. Questa è la 
temperatura ideale di lavoro per la polimerasi termostabile che è cosi in grado di 
sintetizzare il filamento complementare allo stampo. 
 
Alla fine del processo della real-time PCR è opportuno aggiungere un ulteriore step per 
verificare la specificità della reazione di amplificazione. Dopo il completamento della 
reazione di amplificazione, una curva di fusione è generata aumentando la temperatura in 
piccoli incrementi e il segnale fluorescente viene monitorato ad ogni passo. Si crea cosi un 
gradiente di temperatura e la macchina costruisce la curva di Melt. L’analisi della curva di 
Melt può essere utilizzata per identificare prodotti di reazione diversi, compresi i prodotti 
non specifici. Infatti, su tale curva in funzione della temperatura viene tracciata la derivata 
prima negativa della variazione di fluorescenza. Un picco caratteristico alla temperatura di 
melting del amplicone lo distingue da altri prodotti, come ad esempio dimeri del primer, 
che hanno TM diverse. 
40 
 
Segnali del blocco del ciclo cellulare e della morte 
apoptotica. 
L’analisi del ciclo cellulare e dell’apoptosi è stato effettuato mediante l’utilizzo dello 
strumento Muse™ Cell Analyzer (Millipor) che utilizzando un sistema di rilevazione 
fluorescente miniaturizzata e una tecnologia micro capillare quantifica il grado di 
avanzamento del processo apoptotico e il ciclo cellulare. Il rilevamento è basato sulla 
diversa emissione di fluorescenza che varia in base alle condizioni delle cellule marcate 
con fluorofori. 
La fluorescenza emessa da ogni campione di cellule viene rilevato come un impulso di 
voltaggio e rappresentato in un diagramma. Il sistema è in grado di analizzare sia cellule in 
sospensione che in adesione con un diametro di 2-60 micrometri. La larghezza e l'altezza 
dei picchi del diagramma sono proporzionali all’intensità di fluorescenza emessa da 
ciascun campione. 
 
Per la valutazione del ciclo cellulare è stato impiegato come fluoroforo il Prodidio Ioduro 
(PI) che si lega al DNA in modo proporzionale alla quantità di DNA presente, permettendo 
di distinguere le cellule nelle diverse fasi del ciclo cellulare G0/G1, S e G2/M. Poiché non 
è in grado di permeare la membrana cellulare, è necessario permeabilizzare le cellule prima 
dell’incubazione con PI. 
Le cellule in fase G1 avendo un contenuto di DNA diploide (2n) mostreranno la più debole 
fluorescenza. Al contrario le cellule in fase G2 (diploidi, 4n) mostreranno un’intensità di 
fluorescenza peri a due volte quella evidenziata per le cellule in G1. Le cellule in cui si 
verifica sintesi di DNA (fase S) presenteranno un’intensità compresa tra i due picchi 
principali G1 e G2. 
Le cellule sono state seminate in multiwell da 24 well e per ogni well sono state seminate 
50000 cellule, queste sono state trattate con Nutlina-3, EB54, EB56 e DMSO ad una 
concentrazione di 5 µM per 24 ore, staccate con tripsina-EDTA, i campioni contenenti le 
sospensioni cellulari, con una quantità di cellule pari a 1x10
6
/ml, sono state raccolte 
mediante centrifugazione a 300 x g per 5 minuti. 
41 
 
Il pellet è stato poi sospeso con 100 µl di PBS e tale sospensione cellulare è stata aggiunta 
a una soluzione di 400µl di etanolo al 70% freddo mantenuto in costante agitazione. Il 
campione è stato lasciato a -20°C per almeno 3 ore. 
In seguito la sospensione è stata centrifugata, l’etanolo aspirato e il pellet di ciascun 
campione è stato sospeso con 100µl di PBS e 100µl del Muse™ Cell Cycle Kit contenente 
PI. Dopo 30 minuti di incubazione a temperatura ambiente e al buio, il campione è stato 
analizzato mediante l’utilizzo dello strumento Muse™ Cell Analyzer.  
Il software visualizza i dati in due citogrammi: 
• il grafico A visualizza le popolazioni cellulari in funzione della concentrazione del DNA 
(asse X) e delle dimensioni della cellula (asse Y). 
• il grafico B visualizza le popolazioni cellulari in funzione della concentrazione di DNA 
contenuto nelle cellule. 
 
. 
     
 
Fig.18 Grafici relativi alla distribuzione delle dimensioni cellulari vs la concentrazione di 
DNA e numero delle cellule vs la concentrazione di DNA. 
Figura tratta da: www.millipore.com. 
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Il picco corrispondente ad un quantitativo di DNA (2n) rappresenta la popolazione 
cellulare in fase G1, a seguire la parte corrispondente ad un contenuto di DNA che 
rappresenta la popolazione in cui sta avvenendo la sintesi del DNA (fase S), ed infine il 
picco in cui la popolazione ha duplicato completament il DNA e si sta dividendo (fase 
G2/M). 
Nella prima parte dell’analisi dei dati, sul grafico A, sono stati modificati i limiti di 
riferimento in modo che la nuvola che rappresenta le cellule di interesse si trovasse 
all’interno dell’area verde. Nella parte inferiore di tale grafico invece sono visibili i detriti 
cellulari, quest’ultimi, esclusi dai gates di analisi, in modo che non contribuiscano a 
costituire i dati percentuali del grafico B. In base alla scelta dei gates sono stati calcolati i 
dati nel grafico B, dove vengono visualizzati sotto forma di picchi le cellule nelle varie fasi 
del ciclo cellulare. Analizzando le aree sottese di tali picchi si possono valutare le 
condizioni della coltura cellulare e la presenza di eventuali blocchi della divisione cellulare 
nei siti di checkpoint nelle cellule trattate con i composti. 
In generale il software dello strumento ci offre dati relativi alla percentuale di cellule sulle 
totali per ogni fase del ciclo cellulare in G0/G1, S, e G2 / M 
 
Nel processo apoptotico e noto esservi variazioni morfologiche, biochimiche e funzionali 
delle cellule. 
Dal punto di vista morfologico si possono osservare: riduzione delle dimensioni cellulari 
per condensazione citoplasmatica, condensazione nucleare, formazione di corpi apoptotici. 
Si ha, comunque, il mantenimento degli organelli e dell’integrità di membrana. 
Caratteristiche variazioni biochimiche sono rappresentate da: alterazione della simmetria 
della membrana plasmatica, rilascio di citocromo-c nel citoplasma per alterazione 
mitocondriale, attivazione delle caspasi. taglio di substrati nucleari con regolare 
frammentazione del DNA. 
Nel presente lavoro di tesi è stato usato un metodo per rilevare le cellule nei vari stadi di 
apoptosi. Il saggio si basa sul legame di un marcatore fluorescente, Annessina, alla 
fosfatidilserina (PS), che trasloca alla superficie esterna della membrana cellulare dopo 
l'insorgenza di apoptosi. 
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In questo saggio si sfrutta la capacità dell’Annessina, proteina Calcio dipendente di legarsi 
alla fosfatidilserina (PS) e dare così fluorescenza nel verde. 
Tale legame può avvenire anche in assenza di apoptosi, poiché durante la necrosi si ha 
rottura della membrana plasmatica e l’Annessina può legarsi alla PS penetrando tra i pori 
della membrana non più integra. Quindi, viene aggiunto un altro fluoroforo che permette di 
verificare l’integrità della membrana. A questo scopo si utilizza 7-AAD, un intercalante del 
DNA, che si intercala stechiometricamente ed emette fluorescenza nel rosso nel caso in cui 
la membrana cellulare non sia integra.  
Le cellule che risulteranno negative sia all’Annessina che al 7-AAD saranno cellule vive 
poiché la membrana integra e la fosfatidilserina ancora all’interno di questa non 
permettono ai fluorocromi di legarsi; le cellule positive all’Annessina e negative al 7-AAD 
saranno cellule in fase precoce di apoptosi poiché presentano l’esternalizzazione 
nell’emistrato esterno della membrana plasmatica del fosfolipide; le cellule negative 
all’Annessina e positive al 7-ADD saranno cellule necrotiche in quanto ci sarà solamente 
rottura della membrana plasmatica; le cellule positive all’Annessina e positive al 7-ADD 
saranno invece cellule o in fase avanzata di apoptosi o cellule necrotiche. 
Per effettuare tali valutazioni le cellule sono state seminate in multiwell da 6 well e per 
ogni well sono state seminate 240000 cellule, queste sono state trattate con Nutlina-3, 
EB54, EB56 e DMSO ad una concentrazione di 5 µM per 24 ore, staccate con tripsina-
EDTA e raccolti tramite centrifugazione a 300 g x per 5 minuti per eliminare il mezzo 
completo utilizzato, le cellule sono poi state sospese in 100 µl di PBS. A questa 
sospensione cellulare, contenente una quantità di cellule pari a 50000 cellule/ml è stata 
aggiunta 100µl di Muse™ Annexin V & Dead Cell e 100µl della sospensione cellulare. 
Dopo un’incubazione di 20 minuti a temperatura ambiente e al buioi i campioni sono stati 
fatti analizzare dallo strumento Muse™ Cell Analyzer. 
Il software analizza i dati e li rappresenta tramite due grafici: 
• Nel grafico A sono rappresentate le dimensioni delle cellule rapportate all’intensità della 
marcatura con l’Annessina. 
• Nel grafico B è rappresentata la distribuzione delle cellule in base all’intensità della 
marcatura con i due fluorocromi. In particolare è mostrata la dislocalizzazione percentuale 
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nei singoli quadranti delle cellule vive, in apoptosi precoce, avanzata e le cellule morte per 
processi non apoptotici (cellule non marcate con l’Annessina).  
 
  
 
Fig. 19 Grafici relativi alla distribuzione delle dimensioni delle cellule vs l’intensità della 
marcatura con l’Annessina e rappresentazione percentuale della distribuzione delle cellule 
in base all’intensità della marcatura con i due fluorofori. Il quadrante in basso a sinistra 
indica le cellule vive; il quadrante in basso a destra indica le cellule in fase precoce di 
apoptosi; il quadrante in alto a destra indica le cellule in fase tardiva di apoptosi; il 
quadrante in alto a sinistra indica le cellule morte per necrosi. 
Figura tratta da: www.millipore.com. 
 
Nella prima parte dell’analisi nel grafico A sono stati modificati i gates di riferimento in 
modo che la nuvola che rappresenta le cellule di interesse si trovasse all’interno dell’area 
verde, in questo modo sono stati esclusi i detriti che altrimenti avrebbero potuto falsare i 
risultati dell’analisi. 
In particolare nel quadrante in basso a sinistra si trovano le cellule vive in quanto hanno 
bassi valori di fluorescenza, dei marcatori apoptotici. Nel quadrante inferiore destro si 
trovano le cellule nelle prime fasi di apoptosi, qui è rilevata un’alta risposta all’Annessina 
che dimostra che è avvenuto il “flop” della fosfatidilserina a livello della membrana 
cellulare, ma si ha una bassa fluorescenza con 7-AAD, fluoroforo che si intercala nella 
doppia elica del DNA. In alto a destra, sono visualizzate le cellule nelle ultime fasi di 
apoptosi o morte a causa di meccanismi apoptotici, infatti qui si rileva un’alta risposta 
all’Annessina e al 7-AAD.  
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Nel quadrante superiore sinistro sono mostrate le cellule che sono morte per necrosi e non 
attraverso la via apoptotica, questo è dimostrato dall’alta risposta al marcato di morte 
cellulare (7-AAD) e una bassa risposta all’Annessina.  
Lo strumento è in grado di indicare la concentrazione (cellule/ml) di cellule in ogni 
quadrante e la relativa percentuale. 
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Risultati e discussione 
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Nel presente lavoro di tesi è stata testata la potenziale attività antitumorale in vitro di 
nuove molecole sintetiche, progettate come potenziali inibitori dell’interazione p53-
MDM2. Tali molecole sono state sintetizzate dal gruppo di ricerca diretto dal Prof. 
Federico Da Settimo del Dipartimento Farmacia dell’Università di Pisa e sono state 
disegnate basandosi su studi di modeling molecolare mimando i contatti e gli orientamenti 
degli amminoacidi implicati nell’interazione p53-MDM2. Come modello di cancro è stato 
impiegato il glioblastoma multiforme in quanto in questo tumore il gene che codifica p53, non 
risulta essere modificato, ma dati della letteratura hanno dimostrato che nelle cellule di GBM 
spesso si verificano alterazioni a livello genomico che portano alla sovraespressione di MDM2. 
In ogni caso la funzione della proteina p53 è inibita a seguito del legame di p53 con il suo 
inibitore intracellulare naturale MDM2. La linea cellulare impiegata è stata la linea U87MG, 
che mantiene p53 con sequenza aminoacidica wild type e sovraesprime MDM2 (Kondo et al, 
1995). Il principale meccanismo che è alla base della sovraespressione di MDM2 nelle cellule 
U87MG consiste nella mancanza di una proteina citoplasmatica, chiamata PTEN, che in 
condizioni normali contrasta l’eccessivo accumulo di MDM2 nel nucleo. Questa linea cellulare 
può essere considerata un buon modello di studio rappresentativo di GBM in quanto fino 
all’80% dei casi di GBM è stata riscontrata la mancanza del locus genico per PTEN (Koul D. 
2008). Inoltre, le cellule U87MG mostrano un efficiente sistema di riparazione del DNA, il 
quale è associato a proliferazione cellulare aberrante e resistenza alla terapia genotossica 
convenzionale per il GBM (Pegg, 1990; Dhandapani et al, 2007). 
Tutti i trattamenti alle colture di cellule tumorali con i composti di nuova sintesi della serie 
EB sono sempre stati eseguiti in parallelo con un composto già caratterizzato, la Nutlina-3, 
che risulta inibire l’interazione p53-MDM2. I risultati così ottenuti in seguito ai trattamenti 
con i composti di nuova sintesi sono stati confrontati con quelli dei trattamenti con la 
molecola standard, al fine di avere un riferimento dell’efficacia dei composti di nuova 
sintesi. 
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Valutazione della sopravvivenza/crescita cellulare delle 
cellule U87MG dopo trattamento con i nuovi composti.  
Al fine di valutare se il trattamento con ciascun inibitore influenzasse la 
sopravvivenza/crescita delle cellule tumorali, è stato effettuato uno screening iniziale in cui 
le cellule sono state trattate ad un’unica concentrazione di composto (5 µM) per 24 ore.  
Le cellule vive sono state contate tramite saggi di vitalità cellulare convenzionale come 
riportato in materiali e metodi. I risultati di queste analisi sono mostrati nella figura 20. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’effetto dei composti sulla vitalità/sopravvivenza cellulare è stato espresso come 
percentuale di cellule vive rispetto alle cellule vive del controllo alle quali è stato attribuito 
il valore pari a 100%.  
Il composto EB54 è risultato il più efficace a ridurre la percentuale di cellule U87MG vive, 
in particolare riduceva significativamente la percentuale delle cellule vive (69,7%) (Fig. 
21). Un risultato paragonabile è stato ottenuto con lo standard Nutlina-3. Alla 
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Fig. 20 La figura mostra le percentuali (medie ± SEM) delle cellule vive trattate con 
EB22, EB52, EB54, EB56 o con lo standard nutlina-3, calcolate rispetto ai valori delle 
cellule vive di controllo (trattate con solo DMSO), alle quali è stato assegnato il valore 
100%. I valori medi sono stati confrontati con ANOVA e il test Bonferroni  p<0.05 (*); 
p<0.005 (**); p<0.0005 (***). 
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concentrazione di 5 µM il composto EB22 ed il composto EB52 non hanno evidenziato 
risultati statisticamente significativi nella riduzione della sopravvivenza/crescita delle 
cellule U87MG. 
In seguito a questa prima valutazione, sui composti risultati più efficaci è stata calcolata la 
concentrazione del composto capace di inibire il 50% della crescita/sopravvivenza delle 
cellule U87MG (valore IC50). 
A tal fine le cellule sono state trattate con concentrazioni crescenti con EB54 o EB56 e 
dopo 24 ore di trattamento è stata valutata la vitalità cellulare.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 21 Curve sigmoidali di valutazione dell’IC50 de composti EB56, EB54  
e lo standard Nutlina-3 
 
La curva sigmoidale dose-risposta ha evidenziato che i valori di IC50 (riportati nella figura 
21) di EB54 e EB56 sono nell'ordine del micromolare  
Tutti gli esperimenti condotti successivamente sono stati effettuati utilizzando la 
concentrazione dei composti di nuova sintesi e di Nutlina-3 pari al rispettivo valore di IC50.   
 
Al fine di valutare se il trattamento inibiva la sopravvivenza/crescita delle cellule tumorali 
in maniera tempo dipendente, le cellule sono state trattate con un'unica dose di composto e 
dopo vari tempi di incubazione (4, 8 e 24 ore) sono state contate le cellule vive. 
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La Figura 22 mostra che entrambi i composti inducono una riduzione tempo-dipendente 
della sopravvivenza/crescita delle cellule tumorali. 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
  
EB54
D
M
SO 4
h
12
h
24
h
0
50
100
150
***
**
b
C
e
ll
u
le
 U
8
7
M
G
 v
iv
e
(%
 v
s
 c
o
n
tr
o
ll
o
)
EB56
D
M
SO 4
h
12
h
24
h
0
50
100
150
**
*
C
e
ll
u
le
 U
8
7
M
G
 v
iv
e
(%
 v
s
 c
o
n
tr
o
ll
o
)
Fig. 22 Valutazione dell’effetto tempo dipendente sulla vitalità delle cellule U87MG in 
seguito al trattamento delle cellule U87MG con i composti EB54 o 56: La figura 
mostra le percentuali delle cellule vive trattate con EB 54 o EB 56 rispetto alle cellule 
di controllo a cui è stato attribuito il 100%. I valori medi sono stati confrontati con 
ANOVA e il test Bonferroni  p<0.05 (*); p<0.005 (**);p<0.0005 (***). 
 
TRATTAMENTI TEMPO-DIPENDENTI 
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Quantificazione dei livelli di mRNA dei geni target di p53 
nelle cellule U87MG dopo trattamento con i composti di 
nuova sintesi. 
Dati della letteratura hanno evidenziato che uno dei parametri essenziali per stabilire la 
attivazione della funzione di p53 consiste nella valutazione dei livelli di espressione di 
geni, quali p21 e MDM2 (Vassilev et al, Science 2004, Tovar et al, 2006). La riattivazione 
di p53 porta all’aumento della trascrizione dei suoi geni target, tra cui p21 che è implicato 
nel blocco del ciclo cellulare. Questa proteina è un potente inibitore delle chinasi ciclina-
dipendenti CDK2 e CDK4 e può portare all'arresto del ciclo cellulare a livello dei 
chekpoints tra le fasi G1/S e G2/M. A p21 è stato inoltre riconosciuto un ruolo 
fondamentale nell’induzione di un blocco irreversibile della progressione del ciclo 
cellulare, fenomeno noto come senescenza cellulare. 
Quindi, nel presente lavoro di tesi è stato valutato se l’effetto antitumorale in vitro 
osservato in seguito al trattamento con i composti di nuova sintesi fosse dovuto a una 
induzione stabile nel tempo della trascrizione dell’mRNA per p21 e di senescenza 
cellulare. A tal fine, in un primo step, le cellule U87MG sono state trattate con ciascuno 
dei composti e dopo 16 e 24 ore di incubazione è stato estratto l’RNA totale, retrotrascritto 
in cDNA e mediante real-time PCR sono stati quantificati i trascritti dei principali geni 
target di p53 rispetto a quelli delle cellule di controllo, cioè trattate con solo il solvente 
DMSO. 
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Dai risultati ottenuti è emerso che il composto EB54 è risultato il più efficace nell’attivare 
la funzione di transattivazione genica di p53, aumentando significativamente sia i livelli di 
mRNA per MDM2 sia che di quello codificante p21 (Fig.23). Un risultato paragonabile a 
quello ottenuto con lo standard Nutlina-3. 
I livelli di mRNA codificante per p21 sono stati anche analizzati dopo trattamento di 24 
ore: tali livelli sono rimasti invariati rispetto al controllo per i due composti di nuova 
sintesi, mentre Nutlina-3 ha indotto un aumento significativo di mRNA per p21 sia dopo 
16 che 24 ore di incubazione. 
 
  
Fig. 23 Valutazione dei livelli degli mRNA codificati dai principali geni target di p53 
in seguito al trattamento delle cellule U87MG con i composti EB54 ed EB56: la figura 
mostra i livelli di mRNA codificanti MDM2 (16 ore) e p21 (16 e 24 ore) nei campioni 
trattati con i composti. La quantificazione relativa dei livelli di mRNA è stata effettuata 
mediante real-time PCR. 
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Valutazione del blocco cellulare e della senescenza nelle 
cellule U87MG dopo trattamento con i composti di nuova 
sintesi. 
Per valutare se i nuovi composti potessero indurre un blocco delle cellule in una specifica 
fase del ciclo cellulare, le cellule U87MG sono state trattate per 24 ore con EB54, EB56 e 
Nutlina-3 e l’analisi del ciclo cellulare è stata effettuata mediante analisi cito fluorimetrica 
con Muse Cell Analyzer. 
In questo saggio viene quantificata la fluorescenza emessa dal Propidio Iouduro, un 
cromoforo che si intercala nella doppia elica del DNA in modo proporzionale alla quantità 
di DNA. Si possono quindi distinguere le cellule nelle diverse fasi del ciclo cellulare e 
possono essere valutati eventuali situazioni di blocco del ciclo cellulare indotto dai 
composti studiati in questo lavoro. Il PI non è in grado di permeare la membrana cellulare, 
quindi è necessario permeabilizzare le cellule per poter valutare il contenuto di DNA. 
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Fig.24 Il grafico mostra la distribuzione delle cellule elle varie fasi, espresse come valore 
percentuale. Questi valori sono stati analizzati sui campioni trattati con i composti EB54, 
56, la Nutlina-3 e il controllo. 
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I risultati preliminarmente ottenuti (fig. 24) suggeriscono che sia EB54 che EB56 
potrebbero indurre un blocco del ciclo cellulare in fase G2/M. Risultati analoghi sono stati 
ottenuti per lo standard Nutlina-3. Tale risultato dovrà essere confermato con ulteriori 
prove al fine di poter effettuare l’analisi statistica. 
La senescenza è un processo che si instaura in quelle cellule che non vanno più incontro a 
divisione cellulare. Per valutare se i composti di nuova sintesi inducevano blocco 
irreversibile del ciclo cellulare è stata valutata l’attività dell’ enzima beta-Galattosidasi 
(SA-β-Gal) che è comunemente impiegato come marker di senescenza cellulare (Dimri et 
al, 1995) in quanto è espresso solamente in cellule senescenti. 
E’ possibile valutare l’attività di SA-β-Gal in presenza di un substrato appropriato come X-
Gal in quanto in seguito all’idrolisi del substrato si sviluppa una colorazione blu. 
Nella figura 25 sono mostrate foto rappresentative di cellule di controllo e trattate con i 
composti. Come si può osservare, solamente il trattamento delle cellule con Nutlina-3 ha 
evidenziato corpi cellulari colorati in blu. Le cellule trattate con i composti di nuova sintesi 
erano incolori e paragonabili a quelle del controllo. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 25 Foto rappresentative ottenute dopo 1 giorno di trattamento. 
Controllo EB 54 
EB 56 Nutlina-3 
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Specificatamente, le cellule U87MG non evidenziano attività dell’enzima SA-β-Gal in 
seguito al trattamento con i composti di nuova sintesi, suggerendo che i composti non 
inducono blocco irreversibile del ciclo cellulare. Al contrario, il trattamento delle cellule 
con Nutlina-3 ha evidenziato attivazione dell’attività del marker di senescenza.  
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Valutazione dei parametri di morte apoptotica nelle cellule 
U87MG dopo trattamento con i composti di nuova sintesi. 
In questo lavoro di tesi sono stati effettuati saggi per valutare se l’effetto antitumorale in 
vitro osservato per i composti di nuova sintesi fosse dovuto all’attivazione della morte 
cellulare programmata. Inizialmente, è stato valutato se il trattamento delle cellule tumorali 
con i composti di nuova sintesi inducesse aumento di morte cellulare. A tal fine, sono state 
contate il numero delle cellule morte in seguito a trattamento con i composti risultati più 
attivi nello screening iniziale, sia con concentrazioni crescenti dopo 1 giorno di 
trattamento, che con una concentrazione fissa (IC50) dopo vari tempi di esposizione 
(Fig.26). I grafici nella figura mostrano che i composti EB54 e EB56 inducono un aumento 
della percentuale delle cellule U87MG morte, rispetto alle cellule di controllo, sia in 
maniera tempo- che dose dipendente. 
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Per verificare che la morte osservata fosse dovuta all’attivazione di morte programmata 
abbiamo effettuato un analisi cito fluorimetrica con due fluorocromi che vengono 
comunemente utilizzati per rilevare i vari stadi di apoptosi. 
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Fig. 26 Valutazione dell’induzione di morte cellulare in seguito al trattamento delle 
cellule U87MG con i composti EB54 o EB56: Le figure 22a e 22b mostrano le 
percentuali delle cellule morte in seguito al trattamento con EB 54 o EB 56 rispetto alle 
cellule di controllo a cui è stato attribuito il valore uguale ad 1. Le percentuali delle 
cellule morte nel campione di controllo non superava il 5% delle cellule totali a ciascun 
tempo di incubazione. I valori medi sono stati confrontati con ANOVA e il test 
Bonferroni  p<0.05 (*); p<0.005 (**);p<0.0005 (***). 
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Fig.27 Il grafico mostra la distribuzione delle celle cellule rispetto alle condizioni vitali: 
cellule vive, cellule in apoptosi precoce, cellule in apoptosi tardiva e cellule morte a causa 
di processi non apoptotici. 
 
In seguito al trattamento di 24 ore delle cellule tumorali con i composti di nuova sintesi è 
stata osservata una riduzione nel numero delle cellule vive dopo trattamento con EB54. Dal 
momento che la precedente analisi del ciclo cellulare aveva evidenziato un arresto del ciclo 
in fase G2/M per le cellule trattate con tale composto, è logico supporre che la riduzione 
nel numero delle cellule vive per ml sia imputata ad arresto del ciclo. Il composto EB54, 
infatti, non ha indotto un aumento nel numero di cellule apototiche a 24 ore, né in fase 
precoce né in fase tardiva rispetto al controllo. Al momento si stanno effettuando prove a 
tempi più brevi di esposizione, per verificare se si realizzi il pathway apoptotico prima 
delle 24 ore. 
Il composto EB56, in modo paragonabile a Nutlina-3, ha evidenziato un aumento di cellule 
in fase di apoptosi avanzata rispetto al controllo. Anche in questo caso sono in corso 
ulteriori esperimenti per poter valutare la significatività statistica del risultato ottenuto. 
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In conclusione, nel presente lavoro di tesi, è stato evidenziato che i composti di nuova 
sintesi a struttura fenil indol-gliossilammidica, EB54 ed EB56, sono risultati in grado di 
riattivare la funzione di transattivazione genica di geni target di p53, quale p21 e MDM2, 
nella linea cellulare di GBM umano U87MG. In seguito all’esposizione delle cellule 
tumorali con entrambi i composti è stata evidenziata una riduzione dose e tempo-
dipendente della sopravvivenza/proliferazione cellulare. L’analisi del ciclo cellulare ha 
evidenziato che i composti portano le cellule ad un blocco del ciclo in fase G2/M, in 
particolare il composto EB54. Tale blocco non è irreversibile in quanto in seguito al 
trattamento con i composti di nuova sintesi non sono stati osservati marker di senescenza 
cellulare, diversamente dallo standard Nutlina-3. Infine, gli esperimenti di valutazione 
della morte apoptotica hanno evidenziato come, in particolare, il composto EB56 sia in 
grado di indirizzare le cellule verso un processo di morte programmata. 
L’insieme di questi dati, indirizza il proseguimento delle indagini sia dal punto di vista 
sintetico che biochimico utilizzando i composti EB quali lead per lo sviluppo di nuovi 
derivati variamente sostituiti e funzionalizzati. 
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